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研究成果の概要（和文）：クリミア・コンゴ出血熱ウイルス(CCHFV)の持続感染機構を解明するため、CCHFVに非
常に近縁なウイルスであるハザラウイルス(HAZV)をモデルウイルスとして利用し、研究を進めた。
HEK293細胞にHAZVを感染させ、15代継代培養し、持続感染細胞株を樹立したところ、上清中にウイルスが検出さ
れなくなった。持続感染している全ウイルス遺伝子の解析をした結果、G蛋白に１箇所、L蛋白に５箇所の変異が
あった。リコンビナントウイルス作製により検証した結果、G蛋白の変異は上清中のウイルス量に影響がないこ
と、L蛋白の変異はポリメラーゼ活性に影響を与え、持続感染に必須であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To analyze the persistent infection of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus
 (CCHFV), we use Hazara orthonairovirus(HAZV). As HAZV is closely related to CCHFV, it is a good 
surrogate model for CCHFV.
 HEK293 cells were infected with HAZV, passaged until 15 times, and established a HEK293 cell line 
persistently infected with HAZV (HEK/HAZVpi). Surprisingly, virions were not detected in culture 
supernatant of HEK/HAZVpi cells. There were one and five mutation in G and L proteins of HAZVpi, 
respectively. To conform which one is a key mutation for persistent infection, we generated various 
recombinant HAZVs (rHAZV). Our results collectively suggest that G mutation dose not involved in 
virion production, and  L mutations decreased its polymerase activity, and contributed to the 
establishment of persistent infection.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CCHFVは致死性の高い人獣共通感染症の１つであるが、その危険性ゆえにあまり研究が進んでいない。HAZVは
CCHFVと非常に近縁であるがBSL2で扱えるウイルスであるため代用モデルとして最適である。CCHFVは高い病原性
を有するが、精液中でウイルスが長期にわたって検出される。つまり、持続感染の成立も可能であり、持続感染
がどのようなメカニズムで成立するかを明らかにする事は極めて意義深い。エボラウイルスも精液中に長期にわ
たって検出されるが、同様のメカニズムである可能性も高いと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)クリミア･コンゴ出血熱は致死率の高い人獣共通感染症である 
クリミア･コンゴ出血熱は、エボラ出血熱・マールブルク出血熱・ラッサ熱とともにウイルス
性出血熱４疾患のひとつであり、１類感染症に定められている。その原因となるクリミア・コン
ゴ出血熱ウイルス(CCHFV)はブニヤウイルス目ナイロウイルス科の３分節(S、M、L)マイナス鎖
RNA ウイルスである。ダニによって媒介されるが、体液や血液を介したヒト-ヒト感染も見られ
る。その致死率は 40%にも達することから、人獣共通感染症として最も重要な疾患と言われてい
る。これまで日本での発生はないが、中央アジアからアフリカにかけて頻発しており、我が国に
おいても無視できない重大な問題である。 
CCHFV はその危険性ゆえに、最高クラスであるバイオセーフティレベル(BSL)４の施設を必要
とし、限られた研究機関でしか扱うことができない。このような背景により、CCHFV に関する分
子生物学的知見は RNA ウイルスの中でも非常に少なく、治療法も確立されていない。 
 
(2)ハザラウイルスはクリミア・コンゴ出血熱ウイルスのモデルとして最適である 
ハザラウイルス(HAZV)は、ダニから分離されたウイルスで、知られている中で最も CCHFV に近
縁である。HAZV は、実験用マウスに感染し、CCHFV に近い病態を示す。また、ヒトを含む様々な
哺乳類由来培養細胞への感染が可能である。しかし、ヒトに対しては病原性を示すことがなく、
BSL２で安全に扱うことが可能である。すなわち、HAZV は安全に扱うことのできる CCHFV のモデ
ルとして魅力的な研究対象であると考えられる。HAZV を用いて様々なウイルスの性質を明らか
にすることで、CCHFV の病態を理解するための情報を得ることができると考えられる。 
 
２．研究の目的 
CCHFV は精液中でウイルスが長期にわたって検出されるという報告があった(Smith et al., 
PloS Pathog. 15:e1008050, 2019)。エボラウイルスに関しても西アフリカ流行の生存者による
調査により長期間精液からウイルスの RNA が検出されるという報告があった(Deen et al., N 
Engl J Med., 377:1428-1437, 2017)。これらのウイルスは高い病原性を有するが、持続感染も
成立可能であるという事であり、そのメカニズムを明らかにすることは大変重要である。 
CCHFV は BSL4 でしか使えないので、BSL２で扱える近縁の HAZV は代用モデルとして非常に有
用である。HAZV を使用して持続感染メカニズムを分子ウイルス学的解析により明らかにし、
CCHFV のみならず、エボラウイルスにも貴重なデータを得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)持続感染細胞株の作製 
HEK293 細胞に HAZV を感染させ、3日毎に継代培養を繰り返し、15 代継代し、持続感染細胞株
を作成する(HEK/HAZVpi)。N 蛋白特異的抗体による免疫染色(IFA)、ウエスタンブロット法(WB)
を行い、感染を確認する。 
(2)ウイルス変異の同定 
 HEK/HAZVpi からウイルスの全ゲノム配列を決定し、ウイルスの変異箇所を解析する。 
(3)リコンビナントウイルスの作製 
 BSR T7/5 細胞を使用したリバースジェネティック系の構築をし、組換えウイルス作製の方法
を確立する。変異を持つ遺伝子を組換えウイルス作製用のプラスミドに組み込み、変異を持つリ
コンビナントウイルスを作製する。 
(4)ミニゲノム系によるポリメラーゼ活性の比較 
 すでに確立したミニゲノムの系(Matsumoto et al., J Virol. 93:e02118-18, 2019)により変
異によるポリメラーゼ活性への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)持続感染細胞株の作製 
HEK293 細胞に HAZV を感染させ、3日毎に継代培養を繰り返し、15 代継代し、持続感染細胞株
を作成した(HEK/HAZVpi)。N 蛋白特異的抗体による IFA により、すべての細胞に N蛋白が発現し
ている事、発現量は一過性感染とほぼ同程度である事を WB で確かめた。HEK/HAZVpi の上清中の
ウイルスをプラークアッセイ法で検出しようとしたが、驚いたことにウイルスは検出されなか
った。 
 
(2)ウイルス変異の同定 
 HEK/HAZVpi からウイルスの全ゲノム配列を決定し、変異箇所を解析した。N蛋白に変異は見ら
れなかったが、G 蛋白に１箇所、L 蛋白に５箇所のアミノ酸変異が見つかった。S、M、L の全て
の非翻訳領域に変異はなかった。 
 



(3)リコンビナントウイルスの作製 
 リコンビナントウイルス作製のため、T7 RNA polymerase を発現している BSR T7/5 細胞を使
用しリバースジェネティック系の構築を行った。S、M、Lの遺伝子を組み込んだプラスミドを BSR 
T7/5 細胞に発現させ、5日後、その上清を SW13 細胞に感染させた。その 2日後、SW13 細胞の上
清を回収し、ストックウイルスとした。ストックウイルスの感染価を測定したところ、野生株と
同程度の増殖、病原性を示した。リコンビナントウイルス作製法の構築に成功したので、変異の
入ったウイルスの作製に応用した。 
 まず G 蛋白の変異を持つ M 遺伝子を組み込んだプラスミドを作製し、リコンビナントウイル
スを作製したが、野生株と同様の感染を示した。また HEK/HAZVpi に野生型の G蛋白を発現させ、
上清中にウイルス粒子が検出できるようになるかを検討したが、ウイルス粒子は検出できない
ままであった。したがって、G蛋白の１箇所のアミノ酸変異は持続感染にもウイルス粒子出芽に
も影響を与えていないと考えられた。 
 次に、HEK/HAZVpi に野生型の L 蛋白を発現させ、上清中にウイルス粒子が検出できるように
なるかを検討した。その結果、上清中にウイルス粒子が検出されるようになった。したがって、
L蛋白の変異がウイルス粒子出芽に関与していると考えられた。 
L 蛋白の５箇所の変異(Lmut1-5)を持つ L 遺伝子を組み込んだプラスミドを作製し、リコンビ
ナントウイルスの作製を試みたが、ウイルスはレスキュー出来なかった。そこで、５箇所の変異
の１つのみ(Lmut1、Lmut2、Lmut3、Lmut4、Lmut5)を持ったリコンビナントウイルスを作製する
ことにした。Lmut1〜Lmut5 のうち Lmut1 のみと Lmut4 のみを持つウイルスはレスキュー出来な
かったが、他の３つはウイルスを作製することが出来た。Lmut4 単独の変異を持つウイルスはレ
スキュー出来なかったが、Lmut2、Lmut3、Lmut5 の変異を組み合わせた場合、ウイルスは作製で
きた。しかし、Lmut1 を持つウイルスはどのように変異を組み合わせてもレスキュー出来なかっ
た。レスキュー出来たかどうかは SW13 細胞で N 蛋白が WB で検出できるかを指標にしていたの
で、細胞内の遺伝子を検出し確認をした。その結果、Lmut1 単独でも Lmut1-5 でも野生型に比べ
量は少ないが、細胞内にウイルスの遺伝子は存在していた。したがって、L蛋白の５箇所のアミ
ノ酸変異はウイルスの持続感染に関与している可能性が示唆された。 
 持続感染を開始する時点では野生型の L蛋白が必要である可能性がある。そこで、野生型の L
蛋白を発現させるプラスミドを追加してリコンビナントウイルスの作製を試みた。プラスミド
を発現させた BSR T7/5 細胞を 3日毎に５回継代し、ウイルスの検出をした。その結果、５箇所
のアミノ酸変異を持った Lmut1-5 のみで、持続感染細胞株の再現ができ、上清中にはウイルス粒
子が検出できなかった。したがって、HEK/HAZVpi の状態が再現でき、この持続感染細胞の成立
には５箇所の L蛋白のアミノ酸変異が関与していることが明らかになった。 
 
(4)ミニゲノム系によるポリメラーゼ活性の比較 
 持続感染細胞の成立に関与する L 蛋白の５箇所のアミノ酸変異がポリメラーゼ活性にどのよ
うな影響を与えるかを、ミニゲノムの系で検討した。野生型と比較して、Lmut1-5 を持つ L蛋白
は約 4倍にポリメラーゼ活性が増加していた。L蛋白に５箇所の変異を持ったリコンビナントウ
イルスは作製できなかったので、野生型より高いポリメラーゼ活性を示した事は予想外であっ
た。 
単独の変異を持つ L蛋白のポリメラーゼ活性を検討したところ、Lmut1 の変異のみポリメラー
ゼ活性が低下していた。Lmut2、Lmut3、Lmut4 のいずれの変異もポリメラーゼ活性が約 4倍に増
加していた。Lmut5 の変異はポリメラーゼ活性に影響を与えなかった。 
 活性が低下した Lmut1 の変異と 4 倍程度の増加を示した Lmut2、Lmut3、Lmut4 の変異を組み
合わせると、Lmut2 との組み合わせで Lmut1 単独に比べ若干の増加、Lmut3、Lmut4 との組み合わ
せでは野生型と同程度という結果になった。増加した Lmut2、Lmut3、Lmut4 同士の組み合わせで
は約 5倍程度の増加にとどまった。Lmut1 と Lmut5 の組み合わせではポリメラーゼ活性はほぼ検
出できない結果となった。 
  
(5)L 蛋白の変異箇所の考察 
 今回見つかった L 蛋白の５箇所のアミノ酸変異が機能にどのように関与しているのかは立体
構造を考える必要がある。CCHFV や HAZV の L 蛋白の立体構造はまだ不明であるので、立体構造
の一部が明らかになっている La Crosse orthobunyavirus を元に推測をした。その結果、ポリメ
ラーゼ機能に重要であると考えられているモチーフの領域には変異はなく、その両側に２つず
つあり、Lmut1 はさらに離れた場所にあることがわかった。 
また、ほかのナイロウイルスの L蛋白のアミノ酸と比較したところ、Lmut3 が現在報告されて
いる全てのウイルスで保存されていた。Lmut1 もほぼ保存されており、Lmut2 と Lmut5 はあまり
保存されていないことが明らかになった。 
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